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© Ein Verfahren zur Gewinnung von Hirudinderiva- 
ten aus E. coli-Sekretormutanten, bei dem man 

(1) einen rekombinanten Vektor konstruiert, auf 
dem sich das fur ein Hirudinderivat kodierende 
Gen direkt hinter einem DNA-Abschnitt befindet, 
der fur ein bakterielles Signaipeptid kodiert, 

(2) mit dem in Schritt (1) konstruierten rekombin- 
anten Vektor eine E. coli-Sekretormutante trans- 
form iert, 

(3) die transformierten Zellen in einem Medium 
kultiviert und 

(4) das Hirudinderivat aus dem Medium gewinnt, 
sowie ein rekombinanter Vektor, der eine Oder meh- 
rere Kopien eines Genkonstruktes enthalt. das fur 
ein Protein, bestehend aus einem bakteriellen Si- 
gnaipeptid und einem Hirudinderivat, kodiert und ein 
Hirudinderivat mit der N-terminaien Aminosaurese- 
quenz A -Thr-Tyr-Thr-Asp, worm A fur Ala, Gin, His, 
Phe, Tyr, Glu, Ser, Asp Oder Asn stent 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewin- 
nung von Hirudinderivaten aus E. coli-Sekretormut- 
anten, sowie ein Hirudinderivat mit der N-termina- 
len Aminosauresequenz Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

Hirudin ist ein Polypeptid mit 65 Aminosauren 
und wurde ursprunglich aus dem Blutegel Hirudo 
medicinalis isoiiert. Es wirkt als hochspezifischer 
Inhibitor fur Thrombin, indem es mit Thrombin sta- 
bile Komplexe bildet und besitzt daher viele thera- 
peutische Anwendungsmoglichkeiten, insbesondere 
zur Antikoagulations-Therapie (F. Markquardt, Bio- 
med. Biochim. Acta 44 (1985). 1007-1013). 

Nach Veroffentlichung der vollstandigen Ami- 
nosauresequenz von Hirudin (J. Dodt et a!.. FEBS 
LETTERS 165 (2), (1984). 180-184) war die Vor- 
aussetzung fur die Herstellung von Hirudin durch 
rekombinante DNA-Techniken und Expression in 
Mikroorganismen gegeben. 

Die EP-A-0 158 564 (Transgene) offenbart KIo- 
nierungsvektoren zur Expression von Hirudin Oder 
Hirudin-Analoga in einer Wirtszelle, insbesondere 
einer bakteriellen Zeile. Das fur Hirudin kodierende 
Gen wird dabei durch cDNA-Synthese, ausgehend 
von mRNA aus dem Blutegel Hirudo medicinalis 
gewonnen. Insbesondere wird ein Hirudin-Derivat 
mit der N-terminalen Sequenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp 
beschrieben, sowie Verfahren zu seiner Gewin- 
nung. 

In der EP-A-0 168 342 (Ciba Geigy) werden 
DNA-Sequenzen offenbart, welche fur die naturli- 
che Aminosauresequenz von Hirudin kodieren, wo- 
bei die N-terminale Aminosauresequenz Val-Val- 
Tyr-Thr-Asp ist. Die Expression von Hirudin erfolgt 
in den Mikroorganismen E. coli und Saccharomy- 
ces cerevisiae intrazeilulMr. 

Die EP-A-0 171 024 (Hoechst AG) offenbart ein 
Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von 
Polypeptiden mit Hirudin-Aktivitat, insbesondere in 
E. coli-Zellen, wobei die Zellen aufgeschlossen 
werden und aus dem Zellextrakt das Polypeptid mit 
Hirudin-Aktivitat gewonnen wird. Ein gegebenen- 
falls vorhandener Fusionsprotein-Anteil kann durch 
proteolytische Oder chemische Spartung abgetrennt 
werden und das freigesetzte Hirudinmolekul aufge- 
reinigt werden. 

Der Gegenstand der DE-OS 34 45 571 (GEN- 
BIO-TEC) ist eine DNA-Sequenz, die fvir ein Protein 
mit der biologischen Aktivitat von Hirudin kodiert, 
sowie ein Verfahren zur Gewinnung solcher Protei- 
ne aus E. coli-Zellen, die mit einem geeigneten 
rekombinanten Vektor transformiert sind ; durch Ly- 
sis der Zellen. 

Auch die Arbeit von Bergmann et al. (Biol. 
Chem. Hoppe Seyfer 367 (1986), 731-740) be- 
schreibt die Hirudin-Synthese in E, coli. Die Frei- 
setzung des Hirudins aus den Zellen erfolgt durch 
Behandlung mit Toluol, wobei nur geringe Ausbeu- 
ten von etwa 500 ng/l A578 Einheiten von Zellen 



erzielt werden. 

Die EP-A-0 200 655 (Transgene), EP-A-0 252 
854 (Transgene) und EP-A-0 225 633 (Ciba Geigy) 
offenbaren die Gewinnung durch Sekretion von 

5 Proteinen mit Hirudin-Aktivitat aus einem eukaryon- 
tischen Wirtsorganismus, insbesondere Hefe, wobei 
die Expression auf einem Vektor erfolgt, der eine 
DNA-Sequenz enthatt, die ein Signafpeptid strom- 
aufwarts des Strukturgens enthalt. Es wird die Se- 

70 kretion von Hirudin-Derivaten mit der N-terminalen 
Sequenz Val-Val-Tyr-Thr-Asp. sowie der N-termina- 
len Sequenz lle-Thr-Tyr-Thr-Asp in Hefe offenbart. 
Dabei werden Ausbeuten bis zu 100 mg/l angege- 
ben. 

75 In der DE-OS 39 00 626 (Hoechst AG) wird ein 

Hirudin-Derivat mit der N-terminalen Sequenz Leu- 
Thr-Tyr-Thr-Asp offenbart Die Expression findet 
vorzugsweise in Hefe statt wobei Promotor und 
Signalsequenz des Hefe-Pheromon-Gens MFo zur 

20 Expression und Sekretion des Hirudin-Derivats ver- 
wendet werden. 

Alle die oben beschriebenen Verfahren zur 
Herstellung von Hirudin-Derivaten weisen jedoch 
Nachteile auf. So werden bei Verwendung von Hefe 

25 als Wirtsorganismus und Sekretion des Hirudins in 
das Kulturmedium reiativ hohe Ausbeuten erhaiten, 
jedoch ist die Kultivierung von Hefezellen langwieri- 
ger und anspruchsvoller als die von Bakterien, z.B. 
E. coli. In E. coli-Zellen hingegen ist jedoch die 

30 Ausbeute reiativ gering oder/und bei einem Auf- 
schlufi der Zellen sind komplizierte Isolations-Ver- 
fahren notwendig. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es 
demgemafl, ein einf aches Verfahren zur Gewin- 

35 nung von Hirudin-Derivaten zu entwickeln, bei dem 
Hirudin-Derivate mit hoher Ausbeute aus Bakterien- 
zellen gewonnen werden konnen, ohne dafl dabei 
ein Aufschlufl der Zellen erforderlich ist. 

Bn Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 

40 ein Verfahren zur Gewinnung von Hirudin-Derivaten 
aus E. coli-Sekretormutanten, bei dem man 

(1) einen rekombinanten Vektor konstruiert, auf 
dem sich das, fur ein Hirudin-Derivat kodierende 
Gen hinter einem DNA-Abschnitt befindet, der 

45 fur ein bakterielfes Signalpeptid kodiert, 

(2) mit dem in Schritt (1) konstruierten rekom- 
binanten Vektor eine E. coli-Sekretormutante 
transformiert, 

(3) die transformierten Zellen in einem Medium 
so kultiviert und 

(4) das Hirudin-Derivat aus dem Medium ge- 
winnt. 

Unter dem Begriff Hirudin-Derivat gema/3 vor- 
iiegender Erfindung sind von Hirudin abgeleitete 
55 Proteine zu verstehen, die als Thrombin-lnhibitoren 
wirken und eine spezifische Aktivitat von minde- 
'stens 10.000 AT-U/mg (Antithrombin-Units) bestt- 
zen (Dodt et al., Biol. Chem. Hoppe Seyler 366 
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(1985), 379-385). Der Begriff Hirudin-Derivat bein- 
haltet auch Fusionsproteine mit einem bis zu. etwa 
50 Aminosauren langen N-terminalen Fusionsanteil, 
der teilweise Oder .vollstandig durch proteolytische 
oder chemische Spaltung entfemt werden kann, 
wobei als Spaltprodukt ein Hiaidin-Oerivat mit einer 
spezifischen Aktivitat von mindestens 10.000 AT- 
U/mg entsteht. 

Vorzugsweise werden durch das erfindungsge- 
ma/Je Verfahren Hirudin-Derivate mit folgender N- 
terminaler Aminosauresequenz gewonnen: 

(X) m - Z - Thr - Tyr - Thr - Asp 

worin m = 0 bis 50, 

X fur gleiche Oder verschiedene genetisch codier- 
bare Aminosauren steht, 

Z fur eine genetisch codierbare Aminosaure aus 
der Gruppe Leu, He, Ala, Vai, Gly, Ser, Asp, Glu, 
Asn. Gin, His, Met, Phe und Tyr steht 

Sofern m grofier ais 0 ist, enthalt vorzugsweise 
die Sequenz X eine proteolytische Oder chemische 
Spaltstelie, besonders bevorzugt an ihrem Ende. Ist 
z.B. die letzte Aminosaure der Sequenz X ein Arg- 
Rest, so kann die Fusionssequenz X durch trypti- 
sche Verdauung (Spaltung nach Arg) abgespalten 
werden und das aktive Hirudin-Derivat aufgereinigt 
werden. Die Abspaltung des Fusionsanteils kann 
jedoch ebenso durch andere bekannte proteolyti- 
sche Enzyme oder chemische Spaltungsreagen- 
zien erfolgen. Endet z.B. die Aminosauresequenz 
von X mit einem Met-Rest, so kann durch eine 
Halogencyanspaltung (E. Gross und B. Wittkop, J. 
Am. Chem. Soc. 82 (1961) 1510-1517) das Fu- 
sionsprotein gespalten werden. Beinhaltet z.B. die 
C-terminale Aminosauresequenz von X die Amino- 
saurefoige lle-Glu-Gly-Arg, so kann die Spaltung 
mit Faktor Xa erfolgen (EP-A 0 025 190 und EP-A 
0 161 973). 

Wenn bei dem erfindungsgemaflen Verfahren 
m * 0, stent Z bevorzugt fur Ala, Gin, His, Phe, 
Tyr, Gly, Ser, Asp oder Asn, besonders bevorzugt 
fur Ala, Gly, Ser, Asp oder Asn. Am meisten bevor- 
zugt ist ein Hirudin-Derivat, bei dem m 0 bedeutet 
und Z fur Ala steht 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung 
sind somit auch Hirudinderivate mit der N-termina- 
len Sequenz A-Thr-Tyr-Thr-Asp, worin A fur Ala, 
Gin. His. Phe. Tyr. Gly, Ser, Asp oder Asn, vor- 
zugsweise Ala, Gly, Ser, Asp oder Asn steht. Am 
meisten bevorzugt ist ein Derivat mit der N-termi- 
nalen Sequenz Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. Von diesem 
Hirudin-Derivat konnten im Kulturuberstand einer E. 
coli-Sekretormutante Oberraschenderweise bis uber 
2 g/l Medium aktives Hirudin gewonnen werden. 

Ein weiterer Vorteil des erfindung sgemaflen 
Verfahrens ist, dafi durch die Sekretion des 
Hirudin-Derivats in das Zellmedium die Disulfid- 



brucken von Hirudin unter den oxidativen Bedin- 
gungen des Mediums richtig ausgebildet werden. 

Unter dem Begriff E. coii-Sekretormutanten ge- 
mafl voriiegender Erfindung versteht man E. coli- 
5 Stamme, welche eine massive Protein-Sekretion in 
das Kulturmedium zeigen. Ein Verfahren zur Her- 
stellung dieser Sekretormutanten ist in der EP-A-0 
338 410 offenbart. Bei der Gewinnung von geeig- 
neten E. coli-Sekretormutanten kann man insbeson- 
70 dere von E. coli DS410 (DSM 4513) oder E. coli 
BW7261 (DSM 5231) ausgehen. Der jeweiiige E. 
coli-Starrim wird zunachst mit einem Plasmid trans- 
forrniert' das eine, ftfr ein sekretierbares Protein 
kodierende DNA-Sequenz enthalt. Anschlieflend 
is wird der transformierte E. coli-Stamm einer Muta- 
genese, z.B. durch Behandlung mit N-Methyl-N'- 
nitro-N-nitrosoguanidin unterworfen. Dann erfolgt 
eine Selektion auf geeignete Sekretormutanten- 
Stamme. Verwendet man als sekretierbares Protein 
20 z.B. a-Cycfodextringlykosyltransferase, so kann 
man Sekretormutanten durch eine Resistenz gegen 
die Zellwand-aktive Substanz D-Cycloserin erken- 
nen. Weiterhin bewirkt die Sekretion der a-Cyclod- 
extringlykosyltransferase (CGTase) eine Hydrolyse 
25 der Starke im umgebenden Medium, was bei Ver- 
wendung eines Am ylopektin-Azur- Mediums eine 
zusatzliche Selektionsmoglichkeit fur Sekretormut- 
anten ergibt 

Als rekombinanter Vektor fur die vorliegende 
30 Erfindung sind Vektoren geeignet, die entweder in 
das E. coli-Genom integrieren kdnnen (z.B. Bakte- 
riophage X) oder in der transformierten E. coli-Zelle 
extrachromosomai vorliegen (z.B. Plasmide). Vor- 
zugsweise verwendet man Ptasmide. 
35 Das Genkonstrukt auf dem rekombinanten Vek- 
tor, welches fur ein Protein, bestehend aus Signal- 
peptid und dem Hirudin-Derivat kodiert, befindet 
sich vorzugsweise unter Kontrolle eines induzierba- 
ren Promoters . besonders bevorzugt eines trp-lac- 
40 Fusionspromotors, der durch Lactose-oder IPTG- 
Zugabe (lsopropyl-0-D-thiogalactosid) induzierbar 
ist. Auf dem Vektor soil sich weiterhin ein 
Selektionsmarker-Gen und gegebenenfalls ein lac- 
Repressor-Gen befinden. 
45 Als bakterielle Signaisequenz, die eine Sekre- 
tion des Hirudin-Derivats ermoglicht, sind prinzipiell 
alle bekannten Signalpeptide geeignet die eine 
Permeation der Membran von E. coli-Zellen erlau- 
ben. Vorzugsweise verwendet man daher auch Si- 
so gnalpeptide aus gram-negativen Bakterien (z.B. Si- 
gnalpeptide folgender Proteine von E. coli: 
aufleres Membranprotein OmpA (DiRienzo et at, 
1978 Ann. Rev. Biochem. 47: 481-532) 
alkaiische Phosphatase PhoA (Inouye et al., 1982 
55 J. Bacterid. 149: 434-439) 

LamB-Protein (Hedgpeth et al., 1980 Proc. Nat. 
"* Acad. Sci. USA 77: 2621-2625) 

Maitose Bindeprotein MaJE (Bedouelle H. et al., 
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1980 Nature 285: 78 - 81)). Besonders bevorzugt 
verwendet man das a-CGTase-Signalpeptid. 

Ein fur das erfindungsgemafle Verfahren geeig- 
neter Vektor ist z.B. das Plasmid pCM705 (Fig. 1), 
das aus dem in der EP-A-0 383 410 offenbarten 
Plasmid pCM703 durch Entfernung eines ca. 1 kb 
langen Nrul- Fragments erhaltlich ist. Dieser Vektor 
enthalt ein Ampicillin-Resistenzgen, das Gen fur 
den lac-Repressor und das CGTase-Gen mit einem 
fur das Signalpeptid kodierenden Abschnitt am 5'- 
Ende. Ein fOr ein Hirudin-Derivat kodierendes Gen 
wird in den Vektor pCM705 so integriert. 6aQ intra- 
zellular ein VorlaufermolekQI mit dem Signalpeptid 
der a-CGTase an seinem N-terminalen Ende ent- 
steht. Das Gen-Konstrukt steht unter Kontrolle des 
tac-Promotors. Mit dem auf diese Weise erhaltenen 
Plasmid kann ein E. coli-Sekretor-Mutantenstamm 
transformiert werden. 

Positiv transform ierte Klone werden im Schut- 
telkolben oder im Fermenter kultiviert. Bei Errei- 
chen einer optischen Dichte (ODsoo ) von etwa 1 
erfoigt eine Induktion durch IPTG (!sopropyM3-D- 
thiogalactosid) oder Lactose. 

Mittels eines Thrombi n-lnaktivierungstests 
(Griesbach et al. t Thrombosis Research 37, (1985), 
347-350) wird dann der Verlauf der Produktion des 
Hirudinderivats bestimmt. Die Akkumulation von 
Fusion sproteinen wird durch HPLC-Chromatogra- 
phie (reversed phase) analysiert. Der Praanteil von 
Fusionsproteinen kann dann abgespalten und das 
entstehende aktive Hirudinderivat aufgereinigt wer- 
den. 

Folgende Beispiele sollen die Erfindung zu- 
sammen mit den Rguren 1 bis 5 naher erlautern. 
Es zeigen: 

Rg. 1 das Plasmid pCM705 

Fig. 2 die DNA-Sequenz des synthetischen 

Hirudin-Gens aus pKl52, 
Rg. 3 die - Sequenzen der Oligonukleotide 

HIR1, HIR2 und HIR3 t 
Rg. 4 das Plasmid pCM7051 und Rg. 5 das 

Piasmid pCM7053. 

Beispiel 1 

Konstruktion des Sekretionsvektors 

Das Plasmid pK152 tragt ein synthetisches Hi- 
rudingen, dessen Sequenz in der EP-A0171 024 
aufgefuhrt ist. Ausgehend von diesem Plasmid wur- 
de ein etwa 200 bp grofles Hint I - Hind III DNA- 
Fragment uber Agarose-Gelelektrophorese isoiiert, 
das den grbflten Teii der DNA-Sequenz, die fur 
Hirudin kodiert. beinhaltet (Rg. 2). Die fehlende 5*- 
terminale Sequenz wird durch ein neusynthetisier- 
tes Oligonukleotid (HIR 1) regeneriert. Die kodie- 
rend Sequenz des Oligonukleotids ist in Fig. 3 
gezeigt. Durch Fusion der Hinf l-Enden ergibt sich 



ein Hirudin-Derivat mit der N-terminalen Sequenz 
Ala-Thr-Tyr-Thr-Asp. 

Das Plasmid pCM705 (Fig. 1) wird mit Pstl und 
Hind III gespalten. Die beiden Schnittstellen liegen 

5 im kodierenden Bereich fur das Gen der CGTase, 
wodurch ein etwa 1 kb grofies DNA-Stuck ausge- 
schnitten wird. Pstl spaltet exakt in dem Bereich, 
der fur die Signalpeptidase-Schnittstelle kodiert. 
Die Fragmente pCM705 Pstl- Hind III 6,3 kb, 

10 pKl52 Hinf I - Hind 111 0.2 kb und das Oligonukleo- 
tid HIR 1 werden miteinander ligiert, wodurch das 
Plasmid pCM7051 entsteht (Fig. 4). Mit dem Liga- 
tionsansatz wird der E. coli-Stamm HB101 (DSM 
1607) transformiert. Kolonien, die auf selektivem 

75 Medium mit Amylopektin Azur (gefarbtes Amylo- 
pektin) keine Starkeabbauhofe und somit keine a- 
CGTase-Expression zeigen, werden isoiiert und bis 
zur Einheitlichkeit gereinigt. Von mehreren gerei- 
nigten Klonen wird Plasmid-DNA isoiiert und durch 

20 eine Restriktionsanalyse charakterisiert Von zwei 
Plasmiden, die ein Hirudin-lnsert tragen, wird eine 
Sequenzanalyse der Fusionsregionen durchgefuhrt 
Plasmid-DNA, die eine korrekte Hirudin-Gen- 
konstruktion tragt, wird mit Nru 1 und Nde I gespal- 

25 ten und uber Agarosegelelektrophorese wird ein 
5,18 kb grofies Fragment isoiiert. 

Nach Auffullen der durch Nde I Spaltung iiber- 
hangenden Sequenz mit Klenow-Enzym wird das 
Fragment durch Ligation zirkularisiert. Das entstan- 

30 dene Plasmid wird als pCM7053 bezeichnet (Rg. 
5). 

Mit diesem Plasmid pCM7053 wird die Sekre- 
tormutante E. coli WCM100 transformiert, die auf 
die in der EP-A-0 338 410 beschriebenen Methode 
35 erhalten wurde. 

Beispiel 2 

Test auf Sekretion von Hirudin in Schiitteikolben- 
40 Versuchen 

10 ml LB-Medium mit 100 (iQfm\ Ampicillin 
wurde mit einer frischen Obernachtkultur von 
WCM100 pCM7053 auf die optische Dichte OD 42 o 

45 = 0,1 beimpft. Die Kultur wird bei 30 *C geschut- 
telt Sobald die optische Dichte OD420 = 1,0 er- 
reicht, wird der Induktor Lactose auf eine Endkon- 
zentration von 1 % zugegeben. Nach 48 Stunden 
werden von der Kuttur Proben entnommen, die 

50 Zelien abzentrifugiert und die Hirudin-Konzentration 
im Oberstand bestimmt. Die Bestimmung erfoigt 
mitteis eines Thrombin Inaktivierungstests. Es wur- 
den Ausbeuten bis zu 4000 AT-U/ml (Antithrombin 
Units) bestimmt (« 250 mg/l). 

55 

Beispiel 3 

Hirudinproduktion im 10 I Fermenter 
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7 I Minimalmedium mit 100 ^g/ml Ampicitlin 
werden mit einer frischen 0 bernachtkultur. von 
WCM100 pCM7053 auf die optische Dichte OOeoo 
= 0,1 angeimpft. _ 

Die Fermentationsbedingungen sind 
Temperatur: 
30* C 

Ruhrgeschwindigkeit: 

450 bis 950 rpm 

BelGftung: 

0,5 bis 1 ,5 Vvm 

pH-Wert 

7,0 ± 0,1 

Bei Erreichen der optischen Dichte ODgoo = 
1,0 werden 0,5 mM IPTG (Isopropyl-fl-D-Thiogalac- 
tosid) zugegeben. 

40 Stunden nach Zugabe von IPTG konnten 
36.000 AT-U/ml im Oberstand bestimmt werden 
2,25 g/l). 

Beispiel 4 

Sekretion von Hirudin mit der N-terminalen Se- 
quenz Ala-Thr-Arg-Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp 

verfahrt man analog dem Beispiel 1 , verwendet 
jedoch statt dem Oligonukleotid H1R 1 das Oligonu- 
kleotid HIR 2 (Fig. 3), so erhalt man ein Hirudinfu- 
sionsprotein nach AbspaJtung des Signalpeptides 
mit der N-terminalen Sequenz Ala-Thr-Arg-Seu- 
Thr-Tyr-Thr-Asp. Die Anhaufung dieses Fusions- 
proteins im Oberstand wird durch HPLC-Analyse 
unter Anwendung von "Reversed Phase" Bedin- 
gungen (Cis-Chromatographiesaule) bestimmt. Die 
Fermentation des Stammes WCM100 mit diesem 
Genkonstrukt erbrachte eine Ausbeute von 25 mg/l 
Fusionsprotein. 

Durch Trypsin-Spaltung kann aktives Hirudin 
mit der N-termifialen Sequenz Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp 
erzielt werden. 

Beispiel 5 

Sekretion von Hirudin mit der Sekretormutante 
WCM88 

Die Sekretormutante WCM88, die ebenfalls auf 
die in der EP-A-0 338 410 beschriebene Weise 
erhalten wurde, wird mit dem Plasmid pCM7053 
transformiert (siehe Beispiel 1). Die Produktion von 
Hirudin durch Sekretion ins Kulturmedium wird in 
SchGttelkolben-Vsrsuchen und Fermentationen ge- 
testet. 

a) Schuttelkolbenversuche 

Analog Beispiel 2 wird der Stamm WCM88 
pCM7053 kultiviert. Nach 48 Stunden wird im Ober- 



stand der Kuitur die Hirudin-Konzentration be- 
stimmt. Ausbeuten von bis zu 1 800 AT-U/ml wur- 
den erzielt 110 mg/l). 

5 b) Produktion im 10 I Fermenter 

Die Anzucht des Stammes erfolgt wie in Bei- 
spiel 3 beschrieben. 45 Stunden nach Zugabe von 
IPTG konnten 21 000 AT-U/ml im Oberstand fest- 
10 gestellt werden 1,3 g/l). 

Beispiel 6 

Konstruktion eines Sekretionsvektors mit Tetracy- 
15 clinresistenzgen 

Das 1,1 kb Nrul-Fragment des Plasmids 
pBR322 (F. Bolivar et al. t Gene 2, 95-113 (1977)) 
wurde isoliert und mit dem durch Nrul-Spaltung 

20 linearisierten Plasmid PCM7051 (siehe Rg. 4) li- 
giert. Mit der Ligationsmischung wurde E. coli 
HB101 transformiert. Transformanten wurden auf- 
grund ihrer Tetracyciinresistenz selektiert. Die 
Plasmid-DNA eines selektierten Kions wurde reiso- 

25 liert und mit Ndel und Aval gespalten. Die DNA- 
Fragmente wurden in der Agarosegel-Elektrophore- 
se aufgetrennt Das gro/tere Fragment wurde iso- 
liert und die uberhangenden Einzelstrangenden 
wurden mit dem Klenow-Enzym aufgefullt und 

30 dann ligiert. 

Das resultierende Plasmid war pCMT203. 

Beispiel 7 

35 Sekretion von Hirudin unter Verwendung des Se- 
kretionsvektors pCMT203 

Die Sekretormutante WCM100 (siehe Beispiel 
1) wurde mit dem Plasmid pCMT203 transformiert. 
40 Der resultierende Stamm wurde in einem 10 I Fer- 
menter kultiviert. 45 h nach Zugabe von IPTG 
konnten 42000 AT-U/ml Hirudin bestimmt werden 
(a 2,63 g/l). 

45 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Gewinnung von Hirudinderivaten 
aus E. coli-Sekretormutanten, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 man 
50 (1) einen rekombinanten Vektor konstruiert, 

auf dem sich das fQr ein Hirudinderivat ko- 
dierende Gen direkt hinter einem DNA-Ab- 
schnitt befindet. der fur ein bakterielles Si- 
gnalpeptid kodiert, 
55 (2) mit dem in Schritt (1) konstruierten re- 

kombinant n Vektor eine E. coli-Sekretcr- 
mutante transformiert, 

(3) die transform ierten Zellen in einem Me- 
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dium kultiviert und 

(4) das Hirudinderivat aus dem Medium ge- 
winnt. 

2. Verfahren nachf Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 man als rekombinanten Vektor 
ein Plasmid verwendet. 

3- Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 t dadurch 
gekennzeichnet, dafl man einen rekombinan- 
ten Vektor konstruiert, auf dem sich die fur das 
Hirudinderivat und das Signalpeptid kodieren- 
den DNA-Sequenzen unter Kontrolle eines in- 
duzierbaren Promotors befinden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekenn- 
zeichnet. da/J man induzierbaren Prornotor ei- 
nen trp-lac Fusionspromotor verwendet 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, da/3 man 
ein Signalpeptid aus gram-negativen Bakterien 
verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/J man das a- 
Cyciodextringlycosyltransferase-Signaipeptid 
verwendet. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, da/J man 
ais E. coli-Sekretormutante einen Bakterien- 
stamm verwendet, der durch Mutagenese und 
anschlieflende Selektion auf Sekretionseigen- 
schaften aus den E. coli-Stammen DS410 
(DSM 4513) Oder BW 7261 (DSM 5231) erhal- 
ten wurde. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, da/J man 
ein Hirudinderivat gewinnt, das die folgende N- 
terminale Aminosauresequenz besitzt 

(X) m - Z -Thr - Tyr - Thr - Asp 

worin m = 0 bis 50, 

X fur gleiche oder verschiedene genetisch co- 
dierbare Aminosauren steht, 
Z fiir eine genetisch codierbare Aminosaure 
aus der Gruppe His, Leu, tie, Ala, Val, Gly, Ser, 
Asp, Glu, Asn, Gin, Met, Phe und Tyr steht. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 die Sequenz X eine proteoiyti- 
sche oder chemische Spaltstelle enthalt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/J m = 0 ist und Z fur Ala, Gin, 



His, Phe, Tyr, Gly, Ser, Asp oder Asn steht 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, datf Z fur Ala, Gly, Ser, Asp 

5 oder Asn steht. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 Z fur Ala steht. 

to 13. Hirudinderivat, dadurch gekennzeichnet, dafl 
es die N-terminale Sequenz A-Thr-Tyr-Thr-Asp 
besitzt. worin A fiir Ala, Gin, His. Phe, Tyr, Gly, 
Ser, Asp oder Asn steht. 

is 14. Hirudinderivat nach Anspruch 13. dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 A fur Ala. Gly, Ser. Asp 
oder Asn steht. 

15. Hirudinderivat nach Anspruch 14. dadurch ge- 
20 kennzeichnet. da/J A fur Ala steht. 

16. Rekombinante DNA, dadurch gekennzeich- 
net, da/J sie fur ein Hirudinderivat nach einem 
der AnsprQche 13 bis 15 kodiert. 

25 

17. Rekombinanter Vektor, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/J er eine oder mehrere Kopien 
eines Genkonstruktes enthalt, das fur ein Pro- 
tein, bestehend aus einem bakteriellen Signal- 

30 peptid und einem Hirudinderivat, kodiert. 

18. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 17, da- 
durch gekennzeichnet, da/3 das Signalpeptid 
aus gram-negativen Bakterien stammt 

35 

19. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspru- 
che 16 bis 18, dadurch gekennzeichnet, da/3 
das Signalpeptid aus dem a- 
Cyclodextringlykosyltransferase-Gen stammt. 

40 

20. Rekombinanter Vektor nach einem der AnsprQ- 
che 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, da/3 
das Hirudinderivat folgende N-terminale Ami- 
nosauresequenz besitzt 

45 

(X) m - Z -Thr - Tyr - Thr ■ Asp 
worin m = 0 bis 50, 

X fur gleiche oder verschiedene genetisch co- 
so dierbare Aminosauren steht, 

Z fur eine genetisch codierbare Aminosaure 
aus der Gruppe His, Leu, He. Ala, Val, Gly, Ser, 
Asp, Glu, Asn, Gin, Met, Phe und Tyr steht. 

55 21. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 20, da- 
durch g kennzeichnet, da/J das Hirudinderi- 
vat di N-terminale Sequenz Ala-Thr-Tyr-Thr- 
Asp besitzt. 
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Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten: 
ES und GR 

1. Verfahren zur .Gewinnung von Hirudinderivaten 
aus E. coli-Sekretormutanten, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/5 man 

(1) einen rekombinanten . Vektor konstruiert 
auf dem sich das fur ein Hirudinderivat ko- 
dierende Gen direkt hinter einem DNA-Ab- 
schnitt befindet, der fur ein bakterielles Si- 
gnalpeptid kodiert, 

(2) mit dem in Schritt (1) konstruierten re- 
kombinanten Vektor eihe E. coli-Sekretor- 
mutante transformiert, 

(3) die transformierten Zellen in einem Me- 
dium kultiviert und 

(4) das Hirudinderivat aus dem Medium ge- 
winnt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet dafl man als rekombinanten Vektor 
ein Ptasmid verwendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 man einen rekombinan- 
ten Vektor konstruiert auf dem sich die fur das 
Hirudinderivat und das Signal peptid kodieren- 
den DNA-Sequenzen unter Kontrolle eines in- 
duzierbaren Promotors beftnden. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man als induzierbaren Promotor 
einen trp-iac Fusionspromotor verwendet. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche. dadurch gekennzeichnet, da/3 man 
ein Signaipeptid aus gram-negativen Bakterien 
verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet dafl man das a- 
Cyclodextringlycosyltransferase-Signaipeptid 
verwendet 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
als E. coli-Sekretormutante einen Bakterien- 
stamm verwendet. der durch Mutagenese und 
anschliefiende Selektion auf Sekretionseigen- 
schaften aus den E. coli-Stammen DS410 
(DSM 4513) Oder BW 7261 (DSM 5231) erhal- 
ten wurde. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, dadurch gekennzeichnet, da/3 man 
ein Hirudinderivat gewinnt, das die folgende N- 
terminale AminosMuresequenz besitzt: 



(X) m - Z -Thr - Tyr - Thr - Asp 
worin m = 0 bis 50. 

X fur gfeiche oder verschiedene genetisch co- 
s dierbare Aminosauren steht, 

Z fur eine genetisch codierbare Aminosaure 
aus der Gruppe His. Leu. lie, Ala. Val, Gly. Ser. 
Asp, Glu, Asn t Gin, Met Phe und Tyr steht 

ro 9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dai3 die Sequenz X eine proteolyti- 
sche oder chemische Spaltstelle enthalt 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
75 zeichnet, daiJ m = 0 ist und Z fur Ala, Gin, 

His, Phe, Tyr, Gly, Ser, Asp oder Asn steht. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi Z fur Ala, Gly, Ser, Asp 

20 oder Asn steht. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 Z fur Ala steht. 

25 13. Rekombinante DNA, dadurch gekennzeich- 
net, 6aB sie fur ein Hirudinderivat herstellbar 
nach einem der Anspruche 8 bis 12 kodiert. 

14. Rekombinanter Vektor, dadurch gekenn- 
30 zeichnet, dafl er eine oder mehrere Kopien 

eines Genkonstruktes enthalt, das fur ein Pro- 
tein, bestehend aus einem bakteriellen Signai- 
peptid und einem Hirudinderivat, kodiert. 

35 15. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 14. da- 
durch gekennzeichnet, da/3 das Signaipeptid 
aus gram-negativen Bakterien stammt 

16. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspru- 
40 che 14 bis 15. dadurch gekennzeichnet, dafl 

das Signaipeptid aus dem a- 
Cyclodextringlykosyltransferase-Gen stammt. 

17. Rekombinanter Vektor nach einem der Anspru- 
45 che 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, da/3 

das Hirudinderivat folgende N-terminale Ami- 
nosauresequenz besitzt: 

(X) m - Z - Thr - Tyr - Thr - Asp 

50 

worin m = 0 bis 50, 

X fOr gleiche Oder Verschiedene genetisch co- 
dierbare Aminosauren steht, 
Z fur eine genetisch codierbare Aminosaure 
55 aus der Gruppe His, Leu, lie, Ala, Val, Gly. Ser, 

Asp, Glu, Asn, Gin, Met. Phe und Tyr steht. 

18. Rekombinanter Vektor nach Anspruch 17, da- 
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durch gekennzeichnet, dafl das Hirudinderi- 
vat die N-terminale Sequenz Ala-Thr-Tyr-Thr- 
Asp besitzt 

5 
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ujl 2: QNA-Sequenz des synthetischen Hirudingens 
qus pK152 



Hinf I 

20 40 „ 60 



acgtatactgactgcactgaatctggtcagaacctgtgcctgtgcgaaggatctaacgtt 
tgcatatgactgacgtgacttagaccagtcttggacacggacacgcttcctagattgcaa 

ThrTyrThrAspCysThrGluSerGlyGlnAsnLeuCysLeuCysGluGlySerAsnVal 

Bam HI 

80 100 120 



tgcggccagggtaacaaatgcatccttggatccgacggtgaaaagaaccagtgcgttact 
acgccggtcccattgtttacgtaggaacctaggctgccacttttcttggtcacgcaatga 

CysGlyGlnGlyAsnLysCysIleLeuGlySerAspGlyGluLysAsnGlnCysValThr 



140 160 180 

• . • • • 

ggcgaaggtaccccgaaaccgcagtctcataacgacggcgacttcgaagagatccctgag 

ccgcttccatggggctttggcgtcagagtattgctgccgctgaagcttctctagggactc 
GlyGluGlyThrProLysProGlnSerHisAsnAspGlyAspPheGluGluIleProGlu 



200 220 Hind III 

• • • • * 

gaataccttcagtaatagagctcgtcgacctgcaggcatgcaagctt 
cttatggaagtcattatctcgagcagctggacgtccgtacgttcgaa 

G 1 uTyrLeuG 1 nEndEnd 
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